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B schrelbung 

Gegenstand der Erfindung sind ein Verfahren zum Nachweis von Nukleinsauren, die Verwendung von speziellen 
Nukleinsauren zur Immobilisierung von Nukleinsauren und ein System zum Nachweis von Nukleinsauren. 

Die Immobilisierung von Nukleinsauren ist auf vielen Gebieten wichtig, beispielsweise bei der Abtrennung von Nu- 
kleinsauren von anderen Stoffen. bei der Isolierung von Nukleinsauren einer speziellen Nukleotidsequenz aus einem 
Nukleinsauregemisch heraus und auBerdem beim Nachweis von Nukleinsauren (Nukleinsaurediagnostik). Auf all diesen 
Gebieten werden die speziellen Affinitaten von Nukleinsauren zu solchen Nukleinsauren ausgenutzt, die eine dazu im 
wesentllchen komplementare Nukleotidsequenz haben und unter bestimmten Bedingungen mit den gewunschten Nu- 
kleinsauren hybridisieren konnen. Meist sind die dazu verwendeten komplementaren Nukleinsauren, die im folgenden 
als Fangprobe bezeichnet werden. an eine teste Phase, z.B. eine Membran, ein Gel. ein Kugelchen (bead) oder ein 
GefaB (Tube) gebunden. In jungerer Zeit wurde f estgestellt, da3 die Immobilisierung von Nukleinsauren an teste Phasen 
uber kovalent gebundene Fangprobes Nachteile in mehrerlei Hinsicht aufweist, z.B. ist die Immobilisierungsgeschwin- 
digkelt herabgesetzt. Daher wurde vorgeschlagen, die Fangprobe uber Affinitatsbindung spezifisch an die Festphase 
zu binden. Eine solche Bindung beispielsweise uber Antikorper/Haptene oder Biotin/(Strept-)Avidin ermoglicht eine Hy- 
bridisierung der Nukleinsaure mit der Fangprobe in Flussigkeit und anschlie3end Immobilisierung des gebildeten Hy- 
brids. Eine solche Ausf Dhrungsform ist beispielsweise in der EP-A-0 1 39 489 beschrieben. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung wares, die Effektivitat der Immobilisierung zu erhohen, um insbesondere sen- 
sitivere Tests auf Nukleinsauren zu erhalten. 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zum Nachweis einer Analytnukleinsaure welches folgende Schritte 
enthaft: 

Hybridisierung einer nachweisbar markierten Nukleinsaure oder eines nachweisbar markierten Nukleinsaurehybrids 
mit einer tmmobilisierbaren Nukleinsauresonde; 

Immobilisierung des gebildeten Hybrids und 

Nachweis der Menge an immobilisiertem Hybrid uber die Menge an Markierung, 

wobei die immobilisierbare Nukleinsauresonde zwei oder mehr durch immobilisierbare Gruppen modifizierte 
Nukleotide enthalt, die in der Nukleotidsequenz nicht direkt benachbart sind. 

Weiterer Gegenstand ist die Verwendung der in dem Verfahren genannten Nukleinsauren sowte ein System zum 
Nachweis von Nukleinsauren. 

Analytnukleinsaure im Sinne der Erfindung ist eine Nukleinsaure, die nachgewiesen werden soil. Sie befindet sich 
meist in einer Probe, welche noch weitere Bestandteile aufweist, beispielsweise einem Gewebe oder einer Flussigkeit. 
Insbesondere befinden sich in der Probe noch weitere Nukleinsauren, die nicht nachgewiesen werden sollen. Bei der 
Nukleinsaure kann es sich um jede Art von Nukleinsaure handeln, beispielsweise DNA. RNA oder Fragmente hiervon. 
Falls die Analytnukleinsaure ursprunglich in der Probe doppelstrangig vorliegt, wird sie bevorzugt in die Einzelstrangform 
uberfuhrt. Falls die Analytnukleinsaure an eine Festphase gebunden vorliegt, wird sie bevorzugt in Losung gebracht. 

Unter einer nachweisbar markierten Nukleinsaure wird eine Nukleinsaure verstanden, deren Anwesenheit oder 
Menge mit Hilfe eines Detektionssystems ermittelt werden kann. Dazu weist eine nachweisbar markierte Nukleinsaure 
gegenuber einer normalen Nukleotidsequenz Modifikationen auf. Geeignete Modifikationen sind dem Fachmann ge- 
laufig. Beispiel fur eine Modifikation sind chemische Gruppen, die normalerweise in Nukleinsauren nicht vorhanden 
sind, wie Enzyme, Farb- oder FluoreszenzmolekOle, sowie Liganden. bevorzugt immunologisch bindefahige Reste. Zu 
den letztgenannten gehoren insbesondere Haptene, wie Digoxigenin, aberauch Vitamine, wie Biotin. Bei den Enzymen 
wird der Nachweis meist uber eine von dem Enzym katalysierte Farbbildungsreaktion gefuhrt. Farbige oder fluoreszie- 
rende Molekule konnen direkt photometrisch oder fluorometrisch nachgewiesen werden. Liganden werden meist mit 
einem entsprechenden enzym- oder farbmarkierlen Rezeptor, der eine Affinitat fur den Liganden hat, in Kontakt gebracht 
und darOber nachgewiesen. 

Unter einem nachweisbar markierten Nukleinsaurehybrid wird ein teilweise doppelstrangiges Hybrid von minde- 
stens zwei Nukleinsauren verstanden. Dabei konnen beide Nukleinsauren, oder nur eine von ihnen, wie oben beschrie- 
ben. nachweisbar markiert sein. Wichtig ist, daB das Nukleinsaurehybrid einen einzelstrangigen Bereich aufweist. Be- 
vorzugt besteht das Hybrid bei einem sogenannten Sandwich-Test aus der (nicht markierten) Analytnukleinsaure und 
einer nachweisbar markierten Detektorsonde. 

Unter einer immobillsierbaren Nukleinsauresonde wird eine Nukleinsauresonde verstanden, welche durch Modifi- 
kation mit einem in Oblichen Nukleinsauren nicht vorhandenen Rest modrfiziert sind. Solche Reste sind Reste. welche 
eine Affinitat zu einem anderen Stoff besitzen. Beispiele sind Partner einer biospezifischen Reaktion zwischen einem 
Liganden und einem Rezeptor, beispielsweise einer immunologischen Reaktion, einer Reaktion zwischen Zucker und 
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Lectin oder zwischen Vitamin und Bindeprotein. Besonders bevorzugte Reste sind Haptens cxJer Biotin. Im erfindungs- 
gemafien Verfahren ist der Rest an der immobilisierbaren Nukleinsauresonde ein anderer als der nachweisbare Rest 
der nachweisbar markierten Nukleinsaure. 

Die im folgenden bescliriebenen Schritte des Nachweisverfahrens sind als Einzelschritte bekannt Oder konnen 
analog zu bekannten Verfahren durohgefuhrt werden. Es wird insbesondere auf Molecular Cloning, Edrtor Sambrook 
et al., CSH 1989 Bezug genommen. Dazu gehoren auch die bekannten Methoden zur Herstellung von markierten Nu- 
kleosidtriphosphaten, die chemische Synthese von modifizierten und unmodifizierten Oligonukieotiden, die Auswahl 
von Hybridisierungsbedingungen durch welche eine Spezifitat erreicht werden kann, die vom AusmaB der Homologle 
zwischen den zu hybridisierenden Nukleinsauren deren GC-Gehalt und deren Lange abhangt, sowie die Bildung von 
Nukleinsaurenaus Nukleosidtriphosphaten mit Hilfe von Polymerasen ggf. unterVerwendung von sogenannten Primern. 
Das wesentliche an der ErFindung ist die Venwendung einer speziellen Fangprobe. 

In einem ersten Schritt des erfindungsgema3en Verfahrens wird unter Verwendung der Analytnukleinsaure eine 
nachweisbar markierte Nukleinsaure oder ein nachweisbar markiertes Nukleinsaurehybrid hergestellt. Dies kann bei- 
spielsweise geschehen, indem die Analytnukleinsaure selbst nachweisbar markiert wird. Dies kann geschehen durch 
den enzymatischen Einbau von markierten Nukleosidtriphosphaten oder die Verlangerung der Analytnukleinsaure mit 
markierten Nukleosidtriphosphaten (Tailing), Eine weitere Moglichkeit ist die Amplifikation eines Bereiches der Analyt- 
nukleinsaure unter Einbau nachweisbar markierter Mononukleosidtriphosphate oder nachweisbar markierter Oligonu- 
kleotide, Dazu sind aus dem Stand der Technik viele Methoden bekannt. 

Eine Moglichkeit besteht in der Durchfuhrung einer Amplifikation durch die Polymerase Chain Reaction gemaB 
EP-A-0 200 362 unter Verwendung der Analytnukleinsaure als Template-Nukleinsaure. Hier wird unter Verwendung 
zweier Primer, von denen einer komplementar zu einem Bereich der Analytnukleinsaure ist, und von denen der andere 
komplementar zu einem Teil des Gegenstrangs der Analytnukleinsaure ist, durch Verlangerung der Primer am Template 
eine Vielzahl von Kopien des Stranges und Gegenstranges der Analytnukleinsaure gebildet. Zur Herstellung der nach- 
weisbar markierten Nukleinsaure wird mindestens ein nachweisbar markiertes Mononukleosidtriphosphat bei der Ver- 
langerung der Primer oder ein markierter Primer eingesetzt. 

Eine weitere Moglichkeit ergibt sich aus der Anwendung der Ligase Chain Reaction gemaB WO 90/06376, wenn 
mindestens eines der Oligonukleotide nachweisbar markiert ist. 

Eine weitere Moglichkeit ist in der EP-A-0 329 822 beschrieben. Dabei wird unter Einbau eines promoterhaftigen 
Primers ein zu wesentlichen Teilen der Analytnukleinsaure komplementarer DNA-Strang gebildet. Nach Abbau der Ana- 
lytnukleinsaure wird ein transkribierbarer Doppelstrang erzeugt, mit welchem unter Einbau markierter Mononukleosidtri- 
phosphate eine Vielzahl von nachweisbar markierten Transkripten gebildet werden kann. 

Als besonders effizient hat sich das erfindungsgemafJe Verfahren in Form eines Sandwich-Nukleinsaure-Assays 
z.B. gemaB EP-A-0 1 92 1 68 enwiesen. Von den bekannten Sandwich-Assays unterscheidet sich das erfindungsgemaBe 
Verfahren dadurch, daB eine besonders geartete Fangprobe verwendet wird. 

In einem weiteren Schritt wird die nachweisbar markierte Nukleinsaure bzw. das nachweisbar markierte Nuklein- 
saurehybrid mit einer immobilisierbaren Nukleinsauresonde unter Hybridisierungsbedingungen in Kontakt gebracht. 

Die erfindungsemaB immobilisierbare Nukleinsauresonde enthalt zwei oder mehr durch immobilisierbare Gmppen 
modifizierte Nukleotide, die in der Nukleotidsequenz nicht direkt benachbart sind. Entscheidend ist neben der Anzahl 
der Liganden (Reportergruppen) der Abstand der Liganden zueinander, der bevorzugt 1 0 oder mehr Nukleotide betragen 
sollte, um diesen Effekt beobachten zu konnen. Beispielsweise ergaben Oligodesoxyribonukleotidsonden, die 5 Biotin- 
reste (Biotin entspricht Ligand) direkt hintereinander gekoppelt enthielten und als Fangprobes zur Wandbindung eines 
Analyten an eine Streptavidinmatrix eingesetzt wurden, keinen Sensitivitatsgewinn im Gesamtassay gegenuber der nur 
mit einem Biotin rest verknupften Vergleichsprobe (siehe Beispiel2). Die "Fangprobe" kann ein Oligo- oder Polynukleotid 
(DNA Oder RNA) sein. das in geeigneter Weise mit der nachzuweisenden Analytnukleinsaure hybridisieren kann. Sie 
kann einzelstrangig (z.B. Oligodesoxyribonukleotid, Oligoribonukleotid) oder doppelstrangig (z.B. Plasmid, Fragment) 
sein. Im letzteren Fall muB vor der Hybridisierung mit dem Analyten eine Denaturierung der Fangprobe erfolgen. Eine 
besonders bevorzugte AustOhrungsform benutzt Nukleinsauresonden, wobei jeweils die Endnukleotide der Nukleinsau- 
resonde modifziert sind. 

Bevorzugt wird ein Oligodesoxynukleotid mit einer Lange zwischen 11 und 40 Nukleotiden, wobei die Markierung 
sinnvollerweise am 3'- und 5'-Ende angebracht ist, um den wie oben erwahnt, benotigten Abstand einhalten zu konnen. 

Die immobilisierbaren Reste konnen prinzipiell sowohl am Basenteil oder am Zuckerteil oder am Phosphatteil der 
Nukleotide gebunden sein. Solche immobilisierbaren Nukleinsauresonden konnen nach bekannten Methoden oder ana- 
log zu bekannten Methoden hergestellt werden. Die Anbringung eines Liganden an basenmodifizierte Nukleotide ist 
beispielsweise beschrieben in Nucleic Acids Res. 15 (12), S. 4857 bis 4876 (1987); Nucleic Acids Res. 16 (9), S. 4077 
bis 4095 (1988); Nucleic Acids Res. 17, S. 4643 bis 7650 (1989) oder durch Einfuhrung eines den Liganden bereits 
enthaltenden modifzierten Nukleotids (z.B. Nucleic Acids Res. 18 (15), S. 4355 bis 4360 (1 990). Eine weitere geeignete 
chemische Methode um mehrere primare Aminogruppen fiber die dann die Bindung an einen immobilisierbaren Rest 
erfolgen kann, in synthetische Oligonukleotide zu inkorponeren, ist in Nucleic Acids Res. 17 (18). S. 7179 bis 7194 
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(1 989) beschrieben. Die Anbringung des Ltganden an eine Nukleinsaure kann auch nach der Bisutfit-katafysierten Tran- 
saminierung (Nucleic Acids Res. 12 (2). S. 989 bis 1002 (1984) ) erfolgen. Die Anbringung mehrerer immobilisierbarer 
Reste kann auch nach enzymatischen Methoden erfolgen. z.B. durch Tailing unter Venwendung eines den entsprechen- 
den Rest enthaltenden Nukleosidtriphosphats (DNA 5 (4), S. 333 bis 337 (1 986) ) oder durch Random-Priming (Analyt. 
Biochem. 132, S. 6 1983). 

Besonders bevorzugt im Sinne der Erf indung sind chemisch synthetisierte Oligonukleotide, da sie den Vorteil haben, 
da3 der Abstand zwischen zwei modifizierten Nukleotiden genau vorherbestimmt und festgelegt werden kann. 

Mehrfach markierte Nukleinsauren waren bisher zur Verwendung als Detektionsprobe bekannt. Beispielsweise wird 
in EP-A-0 330 221 ein Oligo- oder Polynuklectid mit Biotin markiert und anschlie3end Biottn uber einen Streptavidin-En- 
zyrn-Komplex nachgewiesen. Die Trennung zweier Biotin-dUMP-Reste in der Nukleotidsequenz durch gleichzeitigen 
Einbau von dTTP wird als eher ungeeignet beschrieben. In Nucleic Acids Res. 18 (15) S. 4358 ist gezeigt, da3 durch 
Anbringen mehrerer immobilisierbarer Reste an Nukleinsauren deren Bindung an teste Phasen verbessert werden kann. 

Auch in Nucleic Acids Res. 18, S. 4345 bis 4354 (1990) werden mehrfach markierte Nukleinsauren als Nachweis- 
probe venwendet. Die Herstellung mehrfach markierter Nukleinsauren, bei denen die Marklerung am Phosphatrest an- 
gebracht ist, ist in der WO 90/08838 beschrieben. 

Wenn in der Probe Analytnukleinsaure enthaften ist, bildet sich aus der nachweisbar markierten Nukleinsaure oder 
dem nachweisbar markierten Nukleinsaurehybrid und der immobillsierbaren Nukleinsauresonde ein Nukleinsaurehy- 
brid. Dieses wird in dem erfindungsgema3en Verfahren uber die immobillsierbaren Reste an einie teste Phase gebunden. 
Die teste Phase enthalt an ihrer Oberflache Gruppen, welche eine Affinitat zu dem immobillsierbaren Rest der Nukle- 
insauresonde besitzen, beispielsweise einen Rezeptor. Falls die Immobilisierbare Gruppe ein Hapten Ist, enthalt die 
teste Phase bevorzugt einen Antikorper gegen dieses Hapten. Im Falle von Biotin enthalt die Festphase ein Biotinbin- 
deprotein wie Avidin oder Streptavidin. 

Die Menge an immobilisierbarem Hybrid ist nun ein MaB tur die Menge oder die Anwesenhelt der Analytnuklein- 
saure. Diese Menge kann uber die Menge an Marklerung, welche an die teste Phase immobilisiert ist, nachgewiesen 
werden. Dies geschieht bevorzugt auf bekannte Weise und richtet sich nach der Art der venwendeten Marklerung. Vor 
der Durchfuhrung der Nachweisreaktion wird bevorzugt die teste Phase von der flQssigen Phase entfernt. Gleichzeitig 
f uhrt diese dazu, da3 die Ausgangsstoffe der Herstellung der nachweisbar markierten Nukleinsaure oder des nachweis- 
bar markierenden Nukleinsaurehybrids oder ein Uberschuf3 an nachweisbar markierter Nukleinsauresonde im Falle 
einer Sandwich-Hybridisierung mit der FIQssigkeit entfernt wird. Der Nachweis einer Nukleinsaure nach dem erfindungs- 
gemaRen Verfahren, insbesondere wenn der Nachweis quantitativ getuhrt werden soil, umfa8t den Vergleich des 
MeBsignals, welches mit der Probe mit unbekanntem Analytnukleinsauregehalt erhalten wurde, mit dem MeBsignal 
Oder MeBsignalen, die mit einer oder mehreren Proben bekannten Analytnukleinsauregehaltes erhalten wurden. Be- 
vorzugt ist die Venwendung einer Elchkurve, welche auch In Form eingegebener Daten zur Verfugung stehen kann. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung einer Nukleinsaure, welcher zwei oder mehr durch im- 
mobilisierbare Gruppen modifizierte Nukleotide enthalt, die In der Nukleotidsequenz nicht direkt benachbart sind, zur 
Immobilisierung von Nukleinsauren. Dieser Gegenstand beruht auf der Tatsache, daO die erfindungsgemaBen Nukle- 
insauresonden eine uberraschendenvelse bessere Immobilisierung gewahrleisten. Das Verfahren kann beispielsweise 
bei der Affinitatstrennung von Nukleinsauren eingesetzt werden. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein System zum Nachweis von Nukleinsauren, welches ein oder mehrere 
Nukleinsauren, die zwei oder mehr durch immobilisierbare Gruppen modifizierte Nukleotide enthalten, die in der jewei- 
llgen Nukleotidsequenz nicht direkt benachbart sind, und mindestens eine Festphase. welche eine spezlfische Affinitat 
fur die immobillsierbaren Gruppen der Nukleinsaure aufweist, enthalt. Die Nukleinsauren und die Festphase liegen in 
dem System vor dem Start eines Nachweisverfahrens bevorzugt getrennt voneinander vor. AuBerdem kann das System 
noch weitere Bestandteile enthalten, die zum Nachweis von Nukleinsauren erforderlich oder hilfreich sind. Dazu gehoren 
insbesondere pH-Puffer und Reagenzien zum Nachweis der Marklerung. 

Fig. 1 zelgt schematisch die Bindung einer Analytnukleinsaure A uber eine erfindungsgemaBe Fangprobe F an eine 
mit Streptavidin S uberzogene feste Phase in einem Sandwichtest. Die nachweisbar (mit einem Rautensymbol) mar- 
kierte Detektorsonde Ist mit D bezeichnet. 

Fig. 2 zeigt die Wandbindung einer markierten Analytnukleinsaure A' uber eine erfindungsgemaBe Fangprobe an 
eine mit Streptavidin S uberzogene feste Phase. 

Fig. 3 verdeutlicht die Erhohung der Empfindlichkeit eines Sandwich-Nukleinsauretests, bei dem die immobillsier- 
baren Gruppen an benachbarten Nukleotiden beflndlich sind, durch die erfindungsgemaBe Trennung der Gruppen. Es 
Ist deutltch, daB der Sensltivltatsgewinn bei Verwendung n ur zweier Biotlnrestejeweils an den Enden des Oligonukleotids 
sogar gegenuber der Verwendung von 1 0 Biotinresten an einem Ende eine unenwartete Sensitivltatssteigerung erbringt 
(siehe auch Beisptel 2). 

Figur 4 zeigt die Sensitivltatssteigerung im Sandwichtest bei der Venwendung von zwei Biotinresten gegenuber der 
Venwendung von einem Blotinrest bei einer Oligonukleotidlange von 30 Nukleotiden. 

Figur 5 zeigt den Sensitlvltatsvergleich von Figur 4, jedoch mrt Oligonukleotiden mit einer Lange von 20 nt. 
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Figur 6 zeigt den Sensrtivitatsvergleich fur ein Verfahren, bei dem eine Analytnukleinsaure durch PGR amplifiziert 
und gleichzeitig markiert wurde, und bei der als Fangprobe Nukleinsauresonden mil einer Lange von 1 5 Nukleotiden 
mit einem bzw. zwei Brottnresten verwendet wurden. 

Die in Figur 4 bis 6 gezeigten Kurven fur die erfindungsgemaBen Tests konnen gleichzeitig als Eichkurven fur die 
s Bestimmung einer unbekannten Menge einer Analytnukleinsaure verwendet werden. 

Fig. 7 zeigt die Formel von Anninomodifier II. 

Die nachfolgend geschilderten Beispiele eriautern die Erfindung naher. 
Beispiel 1 

10 

Herstellung von Oligonukleotiden 
A. Eriauterungen 

IS Alle Oligonukleotide wurden mit Hilfe eines DNA-Synthesizers 8700 der Firma Biosearch nach der von Caruthers 

et al. Methods Enzymol. 154, 287, 1987 publizierten "Phosphoramiditmethode" hergestellt. 

Die eingesetzten p-Cyanoethyl-Nucleosldphosphoramidite wurden von Roth (Karlsruhe, BRD) bezogen, D-Bioti- 
noyl--aminocapronsaure-N-hydroxysuccininaidestervon Boehringer Mannheim (Mannheim, BRD), Aminomodifier 2 (AM 
II) von der Firma Beckmann Instruments GmbH (Fullerton, CA, USA). Alle weiteren Reagentien und Losungsmittel 

20 wurden in der beaten Qualitat die erhaltlich ist, eingesetzt. 

Die Relnigung der biotinylierten Oligonukleotide erfolgte mittels HPLC (Spectra Physics, Darmstadt, BRD) unter 
Verwendung einer lonenaustauschsaule Mono Q HR 5/5 von Pharmacia (Freiburg, BRD) oder einer g-Saule (LiChro- 
sorb RP 18-5, CS-Chromatographie Service, Langerwehe, BRD). Zur Dialyse wurden Spectra/Por 1000-Membranen 
(Roth, Karlsruhe, BRD) venwendet. 

25 

B) Synthese und Reinigung der biotinylierten Oligonucleotide 

Die biotinylierten Oligonukleotide wurden alle im 1 uMol MaBstab mit dem Trity!-off sowie Cleave-off Programm im 
Biosearch Synthesizer hergestellt. Da kein Tragermaterial mit Aminomodifier 2 zur Verfugung stand, wurde ein Thymi- 
30 dintrager venwendet und anschlieBend Aminomodifier 2 (siehe Fig. 7) nach dem Standardkupplungsprogramm (0.1 M 
in Acetonrtril) ankondensiert. 

Am 5'-Ende wurde nach dem Aminomodifier ein weiteres Thymldin gekoppelt, um zu verhindern, daB die primare 
Hydroxylgruppe des Aminomodifiers wahrend der Ammoniakbehandlung angegriffen und der Glycerylrest teilweise wie- 
der abgespatten wird. Nach Beendigung der Synthese und Abspaltung der Schutzgruppen mit konz. NHg-Losung bei 

35 SS'C/Sh wurden alle Losungsmittel im Vaccum entfernt, der Ruckstand In Wasser aufgenommen und das Produkt durch 
lonenaustauschchromatographie (Mono Q HR 5/5; A: 0.25 mM Tris/HCI, 0.3 M NaCI; B: 0.25 Tris/HCI, 1 M NaCI; in 60 
MIn von 0 auf 100% B, FtuB 1 ml/Min) gereinigt. AnschlieBend wurde das Oligodesoxynukleotid durch Dialyse (Spec- 
tra/Por 1000, Roth) entsalzt. Die Biotinylierung der Oligonukleotide erfolgte anschlieBend, in dem 5-10 O.D.ggo nm 
Oligodesoxynukleotide in 0.5 ml 0.05 M K2 HPO4 /KHg P04-Puffer aufgenommen und mit einer Losung aus 5 mg D-Bio- 

40 tinoyi- -aminocapronsaure-N-hydroxysuccinimidester in 0.5 ml DMF versetzt wurden. Der Reaktionsansatz wurde bei 
37**G Qber Nacht inkubiert, anschlieBend die Losungsmittel im Vaccum abgezogen, der Ruckstand in bidest. Wasser 
aufgenommen und von uberschuBlgem Biotin abfiltriert. Die weitere Reinigung erfolgte mittels Reversed Phase HPLC 
mit einem Gradienten aus A: 0.1 M Triethylammoniumacetat pH 7; 5% Acetonitril, B: 0.1 M Triethylammoniumacetat pH 
7; 40% Acetonitril. Bei einem FluB von 2 ml/Min wurde innerhalb von 40 Min von 20% B auf 80% B gefahren. Der 

45 Unterschied in der Retentionszeit zwischen den doppelt biotinylierten Oligonukleotiden und den entsprechenden Ami- 
nomodifiemnodifizierlen Ausgangsoligodesoxynukleotiden betrug in Abhangigkeit von der Sequenzlange zwischen 2 
und 4 Minuten. Nach erneuter Dialyse konnten die biotinylierten Oligodesoxynukleotide in 1.5 bis 3.5 O.D.gso ©rhalten 
werden. 

so Beispiel 2 

Nachweis von HBV-Analyt-DNA im Sandwich -Format unter Berucksichtigung des Modifizierungsortes 

Der Test erfolgt in einem Sandwich unter Bindung der Analyt-DNA an eine Festphase. Als Anatyt-DNA wird eIne 
ss Teilsequenz der Hepatitis B-Virus DNA verwendet, die in einem Plasmid kloniert vorliegt. Durch ein Biotinmarkiertes 
Oligonukleotid, dessen Sequenz komplementar zu einem Bereich der HBV-DNA ist, wird die Analyt-DNA an eine Strep- 
tavidin-Festphase gebunden. Der Nachweis der gebundenen Analyt-DNA erfolgt dann uber ein Digoxigenin markiertes 
Oligonukleotid, das ebenfalls komplementar zu einem anderen Bereich der Analyt-DNA ist. Dieses kann durch anti-Di- 
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goxigenin-Antikorper, die mil Meerrettich peroxidase konjugiert sind. erkannt werden und das Hybrid anschlieBend durch 
sine enzymkatalysierte Farbbildungsreaktion nachgewiesen werden. 

Es wird eine Verdunnungsreihe des Plasmids in einem Bereich von 4,4 ug/ml, 2,2 ug/ml, 1,1 ug/ml, 0,55 ug/ml in 
TE-Puffer (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7.5) liergestellt. Zur Denaturierung der Doppelstrang-DNA werden 90 ul 
der Plasmid-Losung nnit 10 ul 5 M NaOH versetzt und 10 min bei Raunatemperatur inkubiert. 20 ul des Denaturierungs- 
ansatzes werden anschlie(5end in eine Kavitat einer mil Streptavidin bescliichteten Mikrotiterplatte pipettiert und sofort 
durch Zugabe von 180 ul Hybridisierungslosung (50 mM Na-Pliosphatpuffer, 0,75 M NaCI, 0,075 M Na-Citrat, 0,05% 
Rinderserunrialbumin, pH 5,4) neutralisiert. Daraus ergeben sich folgende Konzentrationen des Plasmids im Test; 50, 
100, 200, 400 ng/ml. Die Hybridisierungslosung enthalt zusaUlich jeweils 200 ng/ml eines Digoxigenin-markierten Oli- 
gonukleotides (Ifach mit Digoxigenin am 5'-Ende markiert, Position 287c-248c im HBV-Genom) und eines Biotin-mar- 
kierten Oligonukleotides (Position 2456c-2417c im HBV-Genom). Der Test wird mit Oligonukleotiden mit verschiedenen 
Biotin-Markierungsgraden durchgefOhrt: 

HBV-Oli 7-4 (1 Biotin, 4 0mer) , SEQ ID NO 1: 

5'-T- (Bio-AMII) -CATTGAGATTCCCGAGATTGAGATCTTCTGCGACGCGGCG- 
HBV-Oli 7-5 (5 Biotin, 40Tner) , SEQ ID NO 2: 

5 ' -T- (Bio-AMII) 5-CATTGAGATTCCCGAGATTCAGATCTTCTGCGACGCGGCG- 

HBV-Oli 7-6 (10 Biotin, 40iner) , SEQ ID NO 3: 
5 ' -T- (Bio-AMII) 10- 

CATTG AGATTCCCGAGATTGAGATCTTCTGCGACGCGGCG- 3 ' 

HBV-Oli 7-7 (2 Biotin, 40 mer) , SEQ ID NO 4: 

5 ' -T- (Bio-AMII) -CATTGAGATTCCCGAGATTCAGATCTTCTGCGACGCGGCG- 

(AMII-Bio)-T-3' 

Der Hybridisierungsansatz wird 3 h bei 37*0 in der Mikrotiterplatte unter Schuttein inkubiert. Nach Absaugen der 
Losung wird 2x10 min mit 0,3 M NaCI, 0,03 M Na-Citrat, 0,2 % Na-Dodecylsulfat bei 37^0 und anschlie3end 1 x kurz 
bei Raumtemperatur mit 0,9 % NaCI gewaschen, um niciit gebundene Reaktionspartner aus dem Test zu entfernen. 20 
mU/ml eines antl-Digoxigenin-Antikorper-Meerrettichperoxidase-Konjugates in 100 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,9 % NaCi, 
1 % Rinderserumalbumin werden zugegeben und 30 min bei 37''C unter Schuttein inkubiert. Nicht gebundenes Konjugat 
wird durch 3maliges kurzes Waschen mit 0,9 % NacI bei Raumtemperatur entfernt. Durch Zugabe der Substratlosung 
ABTSE (1,9 mM, 2,2'Azino-di-[3-ethyIbenzthiazolin-sutfonsaure (6)]-diammoniumsalz) wird die Nachweisreaktion ge- 
startet. Die Inkubation erfolgt fur 30 min bei 37'*C unter Schuttein. Die Extinktion wird anschlie3end minels eines ELI- 
SA-Readers bei 405 nm gemessen. 

Die Ergebnisse sind in Fig. 3 dargestellt. 

Beisplel 3 

Nachweis von HBV-Analyt-DNA im Sandwich-Format unter Berucksichtiqunq der Kettenlanqe und des 
Modifizierungsortes 

Es wird eine Verdunnungsreihe des Plasmids, das HBV-speziftsche Sequenzen enthalt. im Bereich von 62,5 bis 
250 ng/ml in 10 mM Tric-HCI, 1 mM EDTA, pH 7.5 hergestetlt. 90 ul der Plasmidlosung werden mit 10 ul 5 M NaOH 
verseUt und 1 0 min bei Raumtemperatur inkubiert. 20 ul dieses Denaturierungsansatzes werden in eine mit Streptavidin 
beschichtete Kavitat eIner Mikrotiterplatte pipettiert und mit 180 ul Hybridisierungslosung (50 mM Phosphatpuffer, 0,75 
M NaCI, 0.075 M Na-Citrat, 0,05% Rinderserumalbumin (RSA), pH 5,4) versetzt. Der Hybridisierungslosung sind jeweils 
200 ng/ml des Biotin-markierten Fang-Oligonukleotides und des Digoxigenin-markierten Oligonukleotides (Pos. 405-444 
im HBV-Genom, 40mer, 2fach mit Digoxigenin am 3'und 5' Ende noarkiert) zugesetzt. Die Analyt-DNA-Konzentration im 
Test betragt somit 6,25, 12,5, 25 und 50 ng/ml im Test. 
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HBV-Oli 25-3 (Pos. 2327-2356, 30iner, 1 Biotin) , 
SEQ ID NO 5: 

5 5 / -T- (Bio-AMII) -CACTTCCGGAAACTACTGTTGTTAGACGAC-3 ' 

HBV-Oli 25-4 (Pos. 2327-2356, 30iner, 2 Biotin) , 
^0 SEQ ID NO 6: 

5 ' -T- (Bio-AMII ) -CACTTCCGGAAACTACTGTTGTTAGACGAC- ( AMII-Bio- 
)-T-3' 

IS 

HBV-Oli 33-1 (Pos. 2332-2351, 20iner, 1 Biotin) . 
SEQ ID NO 7: 
?o 5 ' -T- (Bio-AMII ) -CCGGAAACTACTGTTGTTAG-3 ' 



HBV-Oli 33-2 (Pos. 2332-2351, 20mer, 2 Biotin), 
2S SEQ ID NO 8: 

5'-T-(Bio-AMII) -CCGGAAACTACTGTTGTTAG-{AMII-Bio) -T-3 ' 

Die angegebenen Positionen beziehen sich auf das HBV-Genom. 

Der Hybridtsierungsansatz wird 3 h bei 37*C geschutteit. AnschlieBend wird 2 x 10 min mit 0,3 M NaCI, 0,03 M 
30 Na-Citrat, 0.2% Na-Dodecylsulfat bei 37*'C und dann 1 x kurz mit 0,9 7oiger NaCI bei Raumtemperatur gewaschen. 
AnschlieBend werden 200 /ul des anti-Digoxigenin-Antikorper-Meerretticliperoxidase-Konjugates (200 mU/ml in 100 
mM Tris-HCt, pH 7,5, 0,9 % NaCI, 1 % RSA) zugegeben und 30 min unter Schuttein bei 37X inkubiert. Nach dreimaligem 
Waschen mit 0,9 % Nac! wird die Substratlosung (1.9 mM ABTS^) zupipettiert, wiederum 30 min bei 37*C geschutteit 
und dann die Extinktion bei 405 nm mrttels eines ELtSA-Readers gemessen. 
35 Die Ergebnisse fur die 30 nt Oligonukleotide sind in Fig. 4, die tur die 20 nt Otigonukleotide in Fig. 5 dargestellt. 



Belspiel 4 



Nachweis von PCR-Produkten mit ein- und zweifach markierten Oligonukieotiden 

40 

Zum DNA-Nachweis der Hepatitis B-Viren wird zunachst die virale DNA mittels der Polymerase Chain Reaction 
(EP-A-0 200 362) vermehrt. Wahrend dieser Amplifikation wird Digoxigenin in Form von Dig-11-dUTP (EP-A-324474) 
in die DNA eingebaut. Dieses Hapten eriaubt anschlieBend in einem heterogenen Immunoassay einen empfindlichen 
Nachweis des PCR-Produktes. Die Wandbindung der Digoxigenin-markierten DNA an die mit Streptavidin beschichteten 

^ Rohrchen erfolgt mittels eines Biotin -marie rten Oligonukleotides, dessen Bereich komplementar zu einem Bereich des 
PCR-Produktes ist Der Nachweis erfolgt wiederum mit einem anti- Digoxigenin -Anti korper-Mee rrettichperoxidase-Kon- 
jugat und einer anschlieBenden Farbreaktion. 

HBe-positives Humanplasma mit einem Virustiter von 1 x 10^0 Hepatitis B-Viren pro ml wird in Normalserum ver- 
dunnt, so daB der Virusgehalt in den Verdunnungen bei 1 x 1 0^ Viren/ml liegt. Zu r Lyse werden 1 0 |al der Virusverdunnung 

50 mit 1 0 ^l 0,2 M NaOH versetzt und 1 h bei 37°C inkubiert. Der Lyseansatz wird durch Zugabe von 30 |il Neutraltsationsmix 
(100 mM KCI, 50 mM Tris-HCI. pH 6.5, 3mM MgC12) neutralisiert. 20 /ul dieser Losung wird in die anschlieBende 
Amplifikationsreaktion eingesetzt (Amplifikationsbedingungen: je 200 nM der PCR-Primer, je 200 ^iM dATP, dCTP, dGTP, 
175 (iM dTTP, 25 m-M Digoxigenin-11-2'-dUTP. 2,5 U Thermus aguaticus DNA-Po!ymerase in 50 mM KCI, 10 mM 
Tris-HCI, pH B.9, 1,5 mM MgCIg 0,01 % Gelatine; Gesamtvolumen 100 [il). Der Ansatz wird mit 100 ^il Mineralol uber- 

55 schichtet und in einem Thermo-Cycler (Perkin -Elmer) 30 Zyklen inkubiert: 
30 sec 92*0, 30 sec SO^C. 60 sec 70'C. 

Aufgrund der Lage der PCR-Primer (PCR-Primer 1: Position 1937-1960; PCR-Primer 2: Position 2434c-2460c im 
HBV-Genom) wird ein 500 bp groBes DNA-Fragment erzeugt, das anschlieBend in einem Zweikomponenten-Testsystem 
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in Streptavidin-beschichteten Mikrotiterplatten nachgewiesen wird. 

Der PCR-Ansatz wird derarl in H2O verdiinnt, daB bezogen auf die ursprOngNche Virus konzentration von 1 x 10^ 
Viren pro mol Serum, Verdunnungen entstehen, die in einem Bereich von 1 x 10^ bis 1 x 10^ Viren/ml entsprechen. 20 
^l des verdunnten PCR-Ansatzes wird in einer Endkonzentration von 0,1 N NaOH in einem Volumen von 50 p.1 10 min 
5 bei Raumtemperatur zur Denaturierung inkubiert. 20 |al der Denaturierungslosung werden zusammen mit 1 80 |il Hybri- 
disierungslosung (1 M NaCI, 0,1 M Na-Citrat, 67,5 mM Na-Phosphat, 0,05 % RSA, pH 6.7) in eine mit Streptavidin 
beschichtete Kavitat einer Mikrotiterplatte pipettiert. Dem Hybridlsierungspuffer sind die Biotin-markierten Oligonukleo- 
tide in einer Konzentration von 100 ng/ml zugesetzt: 

10 

HBV-Oli 34-1 (Pos. 2299-2313, ISmer, 1 Biotin) , 
SEQ ID NO 9: 

5 ' -T- (AMII-Bio) -AGACCACCAAATGCC-3 ' 

IS 

HBV-Oli 34-2 (Pos. 2299-2313, 15mer, 2 Biotin), 
SEQ ID NO 10: 

20 

5 ' -T- (AMII-Bio) -AGACCACCAAATGCC- (Bio-AMIIH) -T-3 ' 



Der Hybridisierungsansatz wird f Or 3 h bei 37**C unter Scliuttein inkubiert. AnschlieBend wird die Losung abgesaugt 
und die Kavitat 3mal mit 0,9 % NaCI gewasclien. 200 einer Losung von 200 mU/mt anti-Digoxigenin-Antikorper-Meer- 
rettichperoxidase-Konjugat in 1 00 mM Tris-HCI . pH 7,5. 0,9 % NaC!, 1 % RSA werden zugegeben und 30 min bei 37°C 
inkubiert. Nach nochmaligem Waschen mit 0,9 % NaCt wird die Substratreaklion durch Zugabe von 200 \i\ ABTS^ 
gestartet. Die photometrisclie Messung erfolgt nach 30 Min bei 405 nm. 

Die Ergebnisse sind in Fig. 6 dargestellt. 



35 
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SEP ID NO 1 



Sequenz lange : 

Art der Sequenz: 

Strangf orm: 

Topologie: 

Art des Molekiils: 

Position: 

Antisense 
Modif ikation N: 



41 Basen 

Nukleotidsequenz 

Einzelstrang 

Linear 

Teil aus Genom-DNA mit 

Modif ikationen N 

HBV-Genom 2456c-2417c (Hpbadw- 

Datenbank) 

T daran iiber 3'-0 Biotin mit 
Aminomodif ier II gebunden 



5'-N CAT TGA GAT TCC CGA GAT TGA GAT CTT CTG CGA CGC GGC 
G-3' 



SEP ID NO 2 



Sequenz lange: 

Art der Sequenz: 

Strangf orm: 

Topologie: 

Art des MolekUls: 



41 Basen 

Nukleotidsequenz 

Einzelstrang 

Linear 

Teil aus Genom-DNA mit 
Modif ikationen N 
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Position: HBV-Genom 2456c-2417c 

Antisense 

Modifikation N: T daran uber 3'-0 5 Biotin mit 

5 Aminoiaodif ier II gebunden 



5'-N CAT TGA GAT TCC CGA GAT TGA GAT CTT CTG CGA CGC GGC 
G-3' 



SEP ID NO 3 



Sequenzlange : 

Art der Sequenz: 

Strangf orm: 

Topologie: 

Art des Molekiils: 

Position: 
Antisense 
Modifikation N: 



41 Basen 

Nukleotidsequenz 

Einzelstrang 

Linear 

Teil aus Genom-DNA mit 
Modif ikationen N 
HBV-Genom 2456c-2417c 

T daran iiber 3'-0 10 Biotin mit 
10 Aminomodif ier II gebunden 



5'-N CAT TGA GAT TCC CGA GAT TGA GAT CTT CTG CGA CGC GGC 
G-3' 



SEP ID NO 4 

Sequenzlange: 
Art der Sequenz: 
Strangf orm: 
Topologie: 



42 Basen 
Nukleotidsequenz 
Einzelstrang 
Linear 
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Art des Molekiils: 

Position: 

Antisense 

Modif ikation N am 

5'-Ende: 

Modif iakt ion N am 
3'-Ende: 



Tail aus Genom-DNA mit 
Modif ikationen N 
HBV-Genom 2456C-2417C 

T daran uber 3'-0 Biotin mit 
Aminomodif ier II gebunden 
T daran liber 5'-0 Biotin mit 
Aminomodif ier II gebunden 



5'-N CAT TGA GAT TCC CGA GAT TGA GAT CTT CTG CGA CGC GGC 
N-3' 



SEP ID NO 5 



SequenzlSnge: 

Art der Sequenz: 

Strangf orm: 

Topologie: 

Art des Molekiils: 

Position: 
Modif ikation N: 



31 Basen 

Nukleotidsequenz 

Einzelstrang 

Linear 

Teil aus Genom-DNA mit 
Modif ikationen N 
HBV-Genom 2327-2356 
T daran uber 3'-0 Biotin mit 
Aminomodif ier II gebunden 



5'-N CAC TTC CGG AAA CTA CTG TTG TTA GAC GAC 3' 
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Sequenz lange : 

Art der Sequenz: 

Strangf orm: 

Topologie; 

Art des Molekiils: 

Position: 
Modification N am 
5'-Ende: 

Modif iaktion N am 
3 ' -Ende : 



32 Basen 

Nukleotidsequenz 

Einzelstrang 

Linear 

Teil aus Genom-DNA mit 

Modif ikationen N 

HBV-Genom 2327-2356 

T daran iiber 3'-0 Biotin mit 

Aminomodif ier II gebunden 

T daran iiber 5'-0 Biotin mit 

Aminomodif ier II gebunden 



5'-N CAC TTC CGG AAA CTA CTG TTG TTA GAC GAC N-3 ' 



SEP ID NO 7 



Sequenz lange : 

Art der Sequenz : 

Strangf orm: 

Topologie: 

Art des Molekiils : 

Position: 
Modification N: 



20 Basen 

Nukleotidsequenz 

Einzelstrang 

Linear 

Teil aus Genom-DNA mit 

Modif ikationen N 

HBV-Genom 2332-2351 

T daran iiber 3'-0 Biotin mit 

Aminomodif ier II gebunden 



5'-NC CGG AAA CTA CTG TTG TTA G-3 ' 
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SEP ID NO 8 



Sequenz lange : 

Art der Sequenz: 

Strangf orm: 

Topologie: 

Art des Molekiils: 

Position: 
Modifikation N am 
5'-Ende: 

Modifiaktion N am 
3'-Ende: 



21 Basen 

Nukleotidsequenz 

Einzelstrang 

Linear 

Teil aus Genom-DNA mit 
Modif ikationen N 
HBV-Genom 2332-2351 
T daran iiber 3 ' -0 Biotin mit 
Aminomodif ier II gebunden 
T daran iiber 5'-0 Biotin mit 
Aminomodif ier II gebunden 



5'-NC CGG AAA CTA CTG TTG TTA GN-3 ^ 



SEP ID NO 9 



Sequenz lange : 

Art der Sequenz: 

Strangf orm: 

Topologie: 

Art des Molekiils: 

Position: 
Modifikation N: 



16 Basen 

Nukleotidsequenz 

Einzelstrang 

Linear 

Teil aus Genom-DNA mit 

Modif ikationen N 

HBV-Genom 2299-2313 

T daran iiber 3'-0 Biotin mit 

Aminomodif ier II gebunden 



5'-N AGA CCA CCA AAT GCC-3 
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SEP ID NO 10 



Sequenzlange: 

Art der Sequenz: 

Strangf ona: 

Topologie: 

Art des Molekiils: 



Nukleotidsequenz 

Einzelstrang 

Linear 

Teil aus Genom-DNA mit 
Modif ikationen N 



17 Basen 



V 



Position: 



HBV-Genom 2299-2313 



Modi fikat ion N am 



T daran viber 3'-0 Biotin mit 
Aminomodif ier II gebunden 
T daran iiber 5'-0 Biotin mit 
Aminomodif ier II gebunden 



5'-Ende: 



Modifiaktion N am 



3'-Ende: 



5'-N AGA CCA CCA AAT GCC N-3 ' 



Patentanspruche 

1 . Verfahren zum Nachweis einer Analytnukleinsaure welches folgende Schritte enthalt: 

- Hybridisierung einer nachweisbar markierten Nukleinsaure oder eines nachweisbar markierten Nukleinsaure- 
hybrids mit einer immobilisierbaren Nukleinsauresonde; 

- Immobiiisierung des gebildeten Hybrids und 

Nachweis der Mange an immobilisiertem Hybrid uber die Menge an Markierung 

dadurch gekennzeichnet, daB die immobilisierbare Nukleinsauresonde zwei oder mehr durch immobili- 
sierbare Gruppen modifizierte Nukleotide enthalt, die in der Nukleotidsequenz nicht direkt benachbart sind. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB der Abstand zwischen den modifizierten Nukleotiden 
mindestens 10 Nukleotide betragt. 

3. Verfahren gemaB Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, da3 der Abstand zwischen den modifizierten Nukleotiden 
zwischen 11 und 40 Nukleotide betragt. 

4. Verfahren nach einem der vorangegangenen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die modifizierten Nukleotide 
jeweils die Endnukieotide der Nukleinsauresonde darstellen. 

5. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die immobilisierbaren Reste 
an Phosphatreste der Nukleotide gebunden sind. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1-4, dadurch gekennzeichnet, daB die immobilisierbaren Gruppen an den 
Basenteil der Nukleotide gebunden sind. 

7. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die nachweisbar markierte 
Nukleinsaure ein Amplifikat eines Bereiches der Analytnukleinsaure ist. 
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8. Verfahren nach einem der AnsprOche 1-6, dadurch gekennzeichnet, da(3 das nachweisbar markierte Hybrid ein 
Hybrid aus der Analytnukleinsaure und einer nachweisbar markierten Nukleinsauresonde ist. 

9. Verwendung einer Nukleinsaure, welche zwei oder mehr durch Immobilisierbare Gruppen modifizierte Nukleotide 
enthalt, die in der Nukleotidsequenz nichtdirekt benachbart sind, zur Immobilisierung von Nukleinsauren. 

10. Systenn zum Nachweis von Nukleinsauren enthaltend 

eine oder mehrere Nukleinsauren, die zwei oder mehr durch immobilisierbare Gruppen modifizierte Nukleotide 
enthalten, die in der jewel! igen Nukleotidsequenz nicht direkt benachbart sind und 

mindestens eine Festphase, welche eine spezlfische Affinitat fur die immobilisierbaren Gruppen der Nuklein- 
saure aufweist. 



Claims 

1. Process for the detection of an analyte nucleic acid which contains the following steps: 

hybridisation of a detectably labelled nucleic acid or of a detectably labelled nucleic acid hybrid with an immo- 
bilisable nucleic acid probe; 
immobilisation of the hybrid formed and 

detection of the amount of immobilised hybrid via the amount of the labelling, 

characterised in that the immobiltsable nucleic acid probe contains two or more nucleotides modified by immo- 
biltsable groups which are not directly neighbouring in the nucleotide sequence, 

2. Process according to claim 1 , characterised In that the distance between the modified nucleotides amounts to at 
least 10 nucleotides. 

3. Process according to claim 1 , characterised in that the distance between the modified nucleotides amounts to 
between 11 and 40 nucleotides. 

4. Process according to one of the preceding claims, characterised in that the modified nucleotides each represent 
the end nucleotides of the nucleic acid probe. 

5. Process according to one of the preceding claims, characterised in that the immobilisable groups are bound to 
phosphate residues of the nucleotides. 

6. Process according to one of claims 1-4, characterised in that the immobilisable groups are bound to the base part 
of the nucleotides. 

7. Process according to one of the preceding claims, characterised in that the detectably labelled nucleic acid is an 
amplification product of a region of the analyte nucleic acid. 

8. Process according to one of claims 1 - 6, characterised in that the detectably labelled hybrid is a hybrid of the analyte 
nucleic acid and of a detectably labelled nucleic acid probe. 

9. Use of a nucleic acid which contains two or more nucleotides modified by immobilisable groups which are not directly 
neighbouring in the nucleotide sequence for the immobilisation of nucleic acids. 

10. System for the detection of nucleic acids containing 

one or more nucleic acids which contain two or more nucleotides modified by immobilisable groups which are 
not directly neighbouring in the particular nucleotide sequence and 

at least one solid phase which displays a specific affinity for the immobilisable groups of the nucleic acid. 
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Revendications 

1. Proc6d§ de detection d'un acide nucl§ique anatyte, comprenant les etapes consistant ^ : 

hybrider un acide nucleique marqu6 detectable, ou un hybrids d'acide nucleique marque detectable, ^ une 
sonde nucleique immobilisable ; 

Immobiliser I'hybride form6 et 

d6tecter la quantity d'hybrlde immobllls6 au moyen de la quantity de marqueur, 

caracteris6 par le fait que la sonde nucleique immobilisable contient deux ou plus de deux nucleotides modifies 
par des groupes immobilisables, qui ne sont pas immediatement contigus dans la sequence nuct^otidique. 

2. Proc6d6 selon la revendication 1 , caract6ris6 par le fait que la distance entre les nucleotides modifies est d'au moins 
10 nucleotides. 

3. Procede selon la revendication 1 , caracteris6 par le fait que la distance entre les nucleotides modifies est comprise 
entre 11 et 40 nucleotides. 

4. Procede selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracterise par le fait que les nucleotides modifies 
representent chacun le nucleotide terminal de la sonde nucleique. 

5. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise par le fait que les restes immobilisa- 
bles sont fixes sur des restes phosphate du nucleotide. 

6. Procede selon I'une quelconque des revendications 1-4, caracterise par le fait que les groupes immobilisables sont 
fixes sur la partie basique du nucleotide. 

7. Precede selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracterise par le fait que I'acide nucleique mar- 
que detectable est une amplification d'un domaine de Tacide nucleique analyte. 

8. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 -6, caracterise par le fait que I'hybride marque detectable est 
un hybride de I'acide nucleique analyte et d'une sonde nucleique marquee detectable, 

9. Utilisation d'un acide nucleique, qui contient deux ou plus de deux nucleotides modifies par des groupes immobili- 
sables, qui ne sont pas immediatement contigus dans la sequence nucieotidique, pour immobiliser des acides 
nucieiques. 

10. Systeme pour la detection d'acides nucieiques, comprenant 

un ou plusieurs acides nucieiques, qui contiennent deux ou plus de deux nucleotides modifies par des groupes 
immobilisables, qui ne sont pas immediatement contigus dans la sequence nucieotidique concernee, et 

au moins une phase sollde, qui presente une affinite specifique pour les groupes immobilisables de I'acide 
nucleique. 
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FIG 3 
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